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Detection of Mycobacteria by Enzyme Immunoassay. 
Juang MA and Shintaro KIKUCHI 
Abstract 
An enzyme immunoassay using antiserum against fatty acid synthetase 1 (FAS-1 ; a malonyl-CoA-
dependent， acyl carrier protein (ACP)-requiring system) from an avirulent mycobacteria， Mycobacterium 
smegmatis， was examined for detection of cels of this genus. The antiserum was cross-reactive with virulent 
and avirulent species of mycobacteria such as M. tuberculosis， M. bovis BCG and M. phlei， respectively. 
Only a weak reactivity was， however， observed with Nocardia sp. possessing both FAS-1 and FAS-I (faty 
acid synthetase I ; an acetyl-CoA-dependent， ACP-requiring system)， and no cross-reactivities were found 
with bacteria like Eschelichia coli and Bacillus subtilis having only FAS-I. These results suggested that 
virulent and avirulent Mycobacterium sp. could be detected and identified specifically by the immunoassay 
















さらには mycobacteria属と近縁にある Nocardia属や Corynebacterium属との区別がしにくいなどの
欠点があり、科学的には必ずしも満足できる方法ではない。このような観点から、簡便でかつ特異
的な抗酸菌検出法の開発と確立が待たれている状況にあるが、近年、感度および特異性に優れるこ











ATCC 1128株、ウシ型結核菌M.bovis var. BCG ATCC 1228株は菊池らによって報告された POT培
養法によって培養した。 7)トリ型結核菌 M.avium ATCC 1573株は、菊池らによって報告された牛血
清アルブミン添加ブドウ糖一塩化アンモニウム培地で培養した。 8) Mycobacterium smegmatis A TCC 
14468株、およびIFO13167株、 M.phlei 13160株、M.rhodochrous IFO 13164株、M.vacce 14898株、
および M.fortuitum IFO 1315株は小川培地並びに Sauton培地によって培養した o Nocardia 
corynebacteroides ATCC 14898株、並びに Nocardiasp. ATCC 14326株は、酵母エキスー牛心抽出
物 N. Z. アミン培地によって培養した。 Corynebacteriumxerosis ATCC 7094株は、ベプトンー
酵母エキスー無機塩類培地によって培養した。対照菌として、 Luria-Bertani培地で培養した大腸菌
(Escherichia coli ATCC 11105株)及び枯草菌 (Bacillussubtilis IFO 3013株)を使用した。
I型指肪酸合成酵素 (FattyAcid Synthetase Type 1， FAS-1 )の精製
Mycobacterium smegmatis (オハイオ州立バイオテクノロジーセンター、 P.E.Kolattukudy教授より
譲渡された菌株)を、 1mMEDTAおよび 1mMDTTを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.5) (以下、
緩衝液A)に懸濁し、超音波破砕 (133W，20kHz， 20分間)した後、1O，000xgで'20分間冷却遠心分
離して粗細胞抽出液を調整した。次いで、常法に従って粗細胞抽出液に粉末硫酸アンモニウム(以下、
AmS04) を添加して、 35-55% Am S04飽和分画を得た。これを緩衝液Aに対して透析、あるいは
緩衝液Aで希釈した後、あらかじめ緩衝液Aで平衡化した DEAE-セルロースカラム(カラムサイ
ズ:2X30cm) に負荷した。溶出は、 lmM DTTを含む 0.25M リン酸緩衝液 (pH7.5) (500ml) 





0-60% AmS04飽和画分を得、さらにこれを Bio-Ge1A-5 mカラム(カラムサイズ:1.5X 90cm)に
負荷してゲル櫨過したO 溶出は1mM DTTを含む 0.5M リン酸緩衝液 (pH7.5) によって行い、上
記と同様に FAS-1活性を測定して活性ある画分を集め、以下の実験に供した。
I型脂肪酸合成酵素活性の測定
反応液は以下の組成から成る O すなわち最終容量 1m1中に O.lmmo1リン酸緩衝液 (pH7.2)、lμ
mo1 EDTA (エチレンジアミン四酢酸)、 lμmo1DTT (ジチオスレイトール)、 10nmo1 FMN (フラ
ピンアデニンモノヌクレオチド)、 25 nmo1アセチルー CoA、 25 nmo1 2-14C -マロニルー CoA(比放
射活性:0.4 Ci /mol)、 250 nmo1 NADPH (還元型ニコチンアデニンジヌクレオチドホスフェイト)





E型脂肪酸合成酵素 (FAS-I)の活性は 25nmo1デカノイルーCoA(C附 -CoA) をプライマーと
し、 20 nmo1 2_14C_アセチルーCoA(比放射活性:O.4Ci/mol)を縮合単位として既報に従って測定し




ルー CoA(比放射活性:0.4 Ci / mo1 )を縮合単位とする既報聞の反応系に依って測定した。 370Cで





ち、精製FAS-1 (l5mgー タンパク質/ml)を等容の Freund完全アジュパントと混合して十分に乳
化した後、家兎背部の数カ所に初回免疫した。次いで、十日後に、 2回目の免疫(追加免疫)を行
った。なお以後の追加免疫においては Freund完全アジュパントに代えて、 Freund不完全アジュパ






FAS-1の固定化は CNBr-activated Sepharose 4 Bを固相として行った。すなわち 1gの CNBr
activated Sepharose 4 B樹脂を 1mM塩酸中で15分間膨潤した後、 1 mM塩酸によって数回洗浄、さ




0.5M NaCl-0.1 M炭酸水素ナトリウム緩衝液 (pH8.3) と0.5M NaCl-0.1 M酢酸緩衝液で洗浄
し、固定化抗原として実験に供した。
抗 FAS-1免疫グロブリンの酵素標識
lmlの0.3M重炭酸ナトリウム溶液 (pH8.1)に 20mgのベルオキシターゼを溶解し、これに 0.1
mlのジニトロフルオロベンゼンーアルコール溶液を加えて室温で撹#した O これに常法に従って
0.08Mの過ヨウ素酸ナトリウムおよび 0.16M エチレングリコールを加えてペルオキシターゼを活











ヒト型結核菌(M.tuberculosis)、ウシ型結核菌 (M.bovis BCG)、 トリ型結核菌 (M.a~叩m) などの
検討したすべての Mycobacteri um属菌株において特徴的に I型脂肪酸合成酵素 (FAS-1 )は極めて
高い活性を示し、他方この属との近縁にある Nocardia属、 Corynebacterium寓および対照菌菌株に
おいてはほとんど活性を示さないか、あるいは全く示さなかった。このような特徴的な活性の分布
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，) fatty acid synthetase 1 ， b) fatty acid synthetase I ， 
，) fatty acid elongation system， d) general fatty acid synthetase 














Slab Gel Electrophoresis of Purified 
FAS-1 .Molecular standards are 













a b Fig. 2 lmmunofluorescent Micrographs of th巴Polymer
Matrix. Cell -f旨巴eextracts of M. smegmatis (a) 
or E. coli (b) were immobilized on the polymer 
Matrix (HEMA) and stain巴dwith FITC -
conjugatedanti -F AS-1 -rubbit serum. 
酵素標識抗体による mycobacteria属の検出
図3(a)に酵素標識法による抗FAS-1血清と mycobac町 ia属菌株との反応性を、また図3(b) 
にこの抗血清と近縁細菌および対照細菌との交叉性を示した。すなわち、「材料および方法」に記
載した方法で調整した固相化抗原 (FAS-1 )懸濁液を酵素(パーオキシターゼ)標識した抗 FAS-
I血清と混合し、次いでこれに被検細胞抽出液を加えて反応した O その後、遠心分離して B
































Enzyme lmmunoassay of Bacterial Cells by the Competition Method. The purified F AS-1 of M. smegmatis 
was immobilised on Sepharose beads and incubated with peroxdase (POX) -labeled anti -FAS -1 -s巴rumand 
cel -free ex住actsof Mycobacterium sp. (a) or otherbacteria (b). After the " B -F separation ， POX -
6 
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activities bound on beads were measured .・ M.smegmatis， M. phlei and M. avium， (・); 
M.tuberculosis and M. bovis， (企); M. rhodochrous and M. fortuitum， (*) M. vacce， (ムE.coli 
and B. subtilis， (ロC.xer('~is， (0) ; N. corynebacteroides and N. sp 
800 -1000 ng/mlのMycob明日erium属菌株に由来するタンパク質 (102細胞/mlに相当)の検出が可
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